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УПРУГИЕ СВОЙСТВА И КОЛЛАГЕН-СИНТЕТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ  
ФИБРОБЛАСТОВ ЛЕГКИХ ПОСЛЕ ВНЕШНЕГО ОБЛУЧЕНИЯ КРЫС  

В ДОЗАХ 0,1–15 Гр

Аннотация. Радиационный фиброз является одним из серьезных осложнений лучевой терапии, которое разви-
вается в течение длительного времени после облучения. Молекулярно-клеточные механизмы, ведущие к развитию 
этой патологии, имеют место в значительно более ранние сроки. Ионизирующее излучение меняет свойства и функ-
ции фибробласта, являющегося основной клеткой соединительной ткани, продуцирующей белки внеклеточного мат
рикса. Целью исследования стало выявление с помощью методов атомно-силовой и флуоресцентной микроскопии 
закономерностей радиационно-индуцированных изменений модуля упругости поверхности фибробластов легкого, 
уровня производства клетками коллагена и их взаимосвязи при облучении рентгеновским излучением области груд-
ной клетки крыс и 3-недельного постлучевого периода. Установлено формирование зависимого от дозы облучения 
механического фенотипа фибробластов, обусловленного как изменением структуры актинового кортекса, так и фор-
мированием стрессовых волокон в зоне ядра клетки. Показано, что формирование радиационно-индуцированного 
механического фенотипа фибробластов коррелирует с их коллаген-синтетической активностью, что позволяет пред-
положить внутренний механизм влияния механических свойств клетки в ядерной зоне на продукцию коллагена. 
Полученные данные углубляют понимание молекулярно-клеточных механизмов развития радиационного фиброза.
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ELASTIC PROPERTIES AND COLLAGEN-SYNTHESIZING ACTIVITY OF PULMONARY 
FIBROBLASTS AFTER EXTERNAL IRRADIATION OF RATS AT DOSES OF 0.1–15 Gy

Abstract. Radiation fibrosis is one of the serious complications of radiation therapy that develops over a long period 
after exposure. The molecular and cellular mechanisms leading to the development of this pathology take place at a much 
earlier time. Ionizing radiation changes the properties and functions of fibroblasts, the primary cells of connective tissue 
that produce extracellular matrix proteins. The study aimed to identify, using atomic force and fluorescence microscopy me
thods, patterns of radiation-induced changes in the elastic modulus of the pulmonary fibroblast surface, the level of collagen 
production by cells and their relationship following localized thoracic X-ray irradiation in rats and a 3-week post-exposure 
period. The formation of a dose-dependent mechanical phenotype of fibroblasts has been established, due to both changes 
in the structure of the actin cortex and the formation of stress fibers in the nuclear zones of cells. It has been shown that the 
formation of a radiation-induced mechanical phenotype of fibroblasts correlates with their collagen-synthetic ability, which 
suggests an internal mechanism of influence of the mechanical properties of cells in the nuclear zone on collagen production. 
The data obtained deepen the understanding of the molecular and cellular mechanisms of radiation fibrosis development.
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Введение. Прогрессивное развитие методов медицинской визуализации с использовани-
ем ионизирующего излучения и их широкое применение в современной медицине увеличива-
ет среднюю лучевую нагрузку на человека в течение его жизни. Повышение качества ранней 
диагностики онкологических заболеваний ведет к увеличению количества пациентов, которым 
требуется лучевая терапия. Ионизирующее излучение оказывает влияние на свойства и функ-
ции всех клеток облучаемого организма, в том числе и фибробластов  – основных клеток со
единительной ткани. Механические свойства фибробластов важны для осуществления многих 
клеточных процессов. В зависимости от поглощенной дозы ионизирующее излучение вызывает 
различные изменения параметров механических свойств клеток, что по-разному влияет на их 
функциональную активность. Ионизирующее излучение, в зависимости от дозы, может индуци-
ровать преждевременное старение на клеточном, тканевом и организменном уровнях. В экспе
риментах in vitro на культуре фибробластов HFF (Human Foreskin Fibroblast) и MRC-5 (Human 
Fetal Lung Fibroblast) было установлено, что облучение молодых клеток рентгеновским излуче-
нием с дозой 2 Гр в течение суток вызывает изменения в экспрессии генов и сигнальных путях, 
сходные с процессами естественного старения, в отличие от воздействия более низких доз [1]. Об-
лучение первичных культур фибробластов кожи крыс рентгеновским излучением с дозой 3–10 Гр 
вызывает повышение жесткости фибробластов, что свойственно стареющим клеткам [2, 3].

Крысы являются широко распространенной биологической моделью для изучения дей-
ствия ионизирующего излучения на организм на разных уровнях его иерархии: системы, ткани 
и клетки. Как известно, организм крысы более радиорезистентен по сравнению с организмом че-
ловека. При самых общих оценках полулетальная доза ЛД50 для крыс в 1,7 раза выше, чем доза 
для человека. Научный комитет ООН по воздействиям атомной радиации (UNSCEAR) опреде-
лил дозу 0,1 Гр как максимальную для малых доз в отношении эффектов, наблюдаемых для чело-
века. Для организма крысы соответствующую дозу можно отнести к малым. Поглощенная доза 
играет решающую роль в выборе механизмов реакции клеток на ионизирующее излучение: доза 
ионизирующего излучения 0,5–10 Гр вызывает старение, а более высокая доза >10 Гр – гибель 
клеток [4]. Помимо величины поглощенной дозы проявление действия ионизирующего излуче-
ния на организм зависит от срока, который прошел после облучения. Первые пострадиационные 
ответы клеток со временем вызывают общие ответы различных систем организма. В практике 
лучевой терапии лучевыми реакциями (без нарушения структуры и функционирования ткани) 
называют такие изменения в тканях, которые проходят в течение 2–4 недель после облучения [5]. 
Радиационный фиброз, патологический процесс, характеризующийся чрезмерным разрастанием 
соединительной ткани в результате активации и трансформации фибробластов в миофибробла-
сты, обычно возникает через 4–12 месяцев после лучевой терапии и прогрессирует в течение 
нескольких лет [6]. При радиационном фиброзе увеличивается жесткость ткани и органа за счет 
увеличения вклада упругих волокон внеклеточного матрикса, при радиационном старении фиб
робластов, производящих молекулярные компоненты этих волокон, увеличивается жесткость 
клеток. Изучение взаимосвязи процессов, имеющих место на разных стадиях и разных иерархи-
ческих уровнях, позволит углубить наши знания о механизмах развития радиационного фиброза 
легких для выработки новых стратегий его профилактики и терапии.

Существуют различные методы оценки механических свойств клеток, среди которых атом-
но-силовая микроскопия (АСМ) занимает особое положение. С помощью АСМ можно изучать 
структурные особенности поверхности клеток, а также тестировать их механические характери-
стики, пространственное распределение их по поверхности и вглубь клетки, что помогает лучше 
понять взаимосвязи механических и структурных свойств с функциональными свойствами и со-
стоянием клеток.

Цель исследования  – выявление закономерностей радиационно-индуцированных измене-
ний модуля упругости поверхности фибробластов легкого, уровня производства клетками кол-
лагена и их взаимосвязи при облучении рентгеновским излучением в широком диапазоне доз  
(0,1–15 Гр) области грудной клетки крыс и 3-недельного постлучевого периода.

Материалы и методы исследования. Все экспериментальные работы с лабораторными 
животными выполнялись в соответствии с общепринятыми нормами обращения с животными 
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и правилами Директивы 2010/63/EU Европейского Парламента и Совета Европейского Союза по 
охране животных, используемых в научных целях, от 22.09.2010. На проведение исследования 
было получено одобрение комитета по этике Гомельского государственного медицинского уни-
верситета (протокол № 2 от 24 марта 2021 г.). Самцы крыс линии Wistar содержались в стацио-
нарных условиях вивария Института радиобиологии НАН Беларуси, имели полноценный стан-
дартный пищевой рацион и свободный доступ к воде, 12/12-часовой режим освещения и темноты 
согласно установленным нормам. На момент облучения возраст животных составлял 14 месяцев.

Однократное облучение области грудной клетки самцов крыс линии Wistar рентгеновским 
излучением проводили в дозах 0,1 Гр (3 крысы), 1 Гр (4 крысы) и 15 Гр (4 крысы) с использовани-
ем рентгеновского аппарата биологического назначения X-RAD320 (Precision X-Ray Inc., США) 
(U = 50 кВ, I = 12,5 мА, P = 2,57 сГр/мин, фильтр № 1 (2 мм Al), расстояние до объекта – 50 см). 
Нижнюю половину туловища и голову экранировали свинцовыми защитными пластинками. 
Выведение животных из эксперимента проводили на 21-е сутки после облучения. Контрольную 
группу представляли 3 крысы, содержащиеся в тех же условиях, что и остальные, исключая об-
лучение. Долю легкого промывали дважды в растворе Хэнкса (Gibco, США), затем измельчали 
ножницами и помещали в эппендорф объемом 2 мл, содержащий 0,1%-й раствор коллагеназы 
(30 мин, 37 °С) с последующей отмывкой в растворе Хэнкса. Ферментативное расщепление про-
ходило с использованием 0,25%-го раствора трипсина при температуре 37  °С с последующим 
центрифугированием [7]. После этого образцы легкого помещали в 6-луночный планшет вместе 
со средой DMEM/F-12 (Capricorn Scientific, Германия) с добавлением 10%-й сыворотки (Gibco, 
США) и 1%-го раствора антибиотик-антимикотика (Capricorn Scientific, Германия) до полного 
выхода клеток. Пересадка культур проводилась дважды в неделю при 80 % конфлюентности. 
Всего в работе было использовано 14 первичных культур фибробластов легкого крысы на этапе 
2-го пассажа. За день до эксперимента клетки в количестве 20 тыс. высаживались в чашки Петри 
с адгезионной поверхностью (Sarstedt, Германия).

Для иммунофлуоресценции клетки фиксировали с помощью 3,7%-го раствора формальдеги-
да 10 мин при комнатной температуре, а затем двукратно отмывали фосфатно-солевым буфером. 
Для пермеабилизации в течение 5 мин применяли 0,1%-й раствор Triton (Carl ROTH, Германия) 
и дважды отмывали фосфатно-солевым буфером. Для окраски коллагена использовали антите-
ла, конъюгированные с Alexa Fluor 647 (Abcam, Великобритания) (1 : 100) с инкубацией в течение 
30 мин при комнатной температуре и с последующей отмывкой в фосфатно-солевом растворе 
2 раза. Для окраски F-актина клетки инкубировали с фаллоидином, конъюгированным с флуо-
ресцентным красителем Phalloidin-iFluor™ 488 Conjugate (Cayman Chemical, США) (1 : 50), в те-
чение 1 ч при комнатной температуре с отмывкой фосфатно-солевым раствором 2 раза и 1 раз 
дистиллированной водой. Ядра клеток окрашивали монтирующей средой с 4′,6-диамидино-2-
фенилиндолом (Fluoromount-G, с DAPI, Invitrogen, США). Флуоресцентные изображения получа-
ли с помощью инвертированного светового микроскопа Axio Observer 3 (Zeiss, Германия) со све-
тодиодным источником света Colibri 7 с записью изображений в программе Zen Blue с 40-крат-
ным увеличением объектива (λex = 353 нм и λem = 465 нм для DAPI; λex = 493 нм и λem = 517 нм  
для AF488; λex = 653 нм и λem = 668 нм для AF647). Флуоресцентные изображения были проана-
лизированы с помощью программного обеспечения Fiji v.2.0.0-rc-49/1.51a путем выбора одной 
клетки за раз на изображении и измерения площади, интегрированной плотности и среднего 
значения серого. Данные представляли как результат расчета скорректированной общей флуо-
ресценции клеток: CTCF = интегрированная плотность – (площадь выбранной клетки × средняя 
флуоресценция фоновых показаний).

Для проведения АСМ клетки за день до эксперимента высаживали в чашки Петри с адге-
зионной поверхностью (Sarstedt, Германия) в количестве 20 тыс. Перед сканированием их про-
мывали фосфатно-солевым буферным раствором, сканировали клеточные образцы в растворе 
Хэнкса. Сканирование образцов в жидкой среде проводили с помощью АСМ BioScope Resolve 
(Bruker, США) в режиме MIROview PeakForce QNM in Fluid или Force Volume иглой-зон-
дом NSG03 (TipsNano, NT-MDT, Эстония), изготовленной из кремния (резонансная частота  – 
90 кГц, жесткость консоли – 1,74 Н/м). Кантилевер покрыт Au для увеличения сигнала лазера.  
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Запись малых участков поверхности клеток над ядром размером 15 × 15 мкм2 проводили с раз-
решением 20 × 20 пикселей. Структурные и механические свойства клеток оценивали по полу-
ченным АСМ-изображениям, используя программу Nanoscope Analysis v.1.8.

Статистическую обработку данных и построение графиков осуществляли с помощью про-
граммы OriginPro v.2019b и статистического онлайн-калькулятора Statistics Kingdom (Мельбурн, 
Австралия). При статистическом анализе данных использовали тест Шапиро ‒ Уилка – на нор-
мальность; U-критерий Манна – Уитни – для сравнения средних двух выборок; критерий Кра-
скелла – Уоллиса с post hoc анализом с поправкой Бонферрони – Данна или критерий ANOVA 
с post hoc анализом с критерием Тьюки – для сравнения средних нескольких выборок.

Результаты и их обсуждение. На рис. 1 представлены типичные АСМ-изображения клеток 
первичных культур фибробластов, полученных из легкого крыс после их облучения и 3-недель-
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Рис. 1. АСМ-изображения поверхности первичной культуры фибробластов легкого (каналов топографии и ошибки 
пиковой силы) в зависимости от дозы ионизирующего излучения in vivo. Режим сканирования – PeakForce QNM. Размер 

области сканирования – 94,7 × 94,7 мкм2, разрешение – 512 × 512 пикселей 
 

Рис. 1. АСМ-изображения первичной культуры фибробластов легкого (каналов топографии  
и ошибки пиковой силы) в зависимости от дозы ионизирующего излучения in vivo. Режим сканирования –  

PeakForce QNM. Размер области сканирования – 94,7 × 94,7 мкм2, разрешение – 512 × 512 пикселей

Fig. 1. AFM images of the primary culture of pulmonary fibroblasts (Height and PeakForce Error channels) depending  
on the dose of ionizing radiation in vivo. Peak Force QNM Mode. The size of the scanning area  

is 94.7 × 94.7 µm2, the resolution is 512 × 512 pixels
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ного постлучевого периода, в зависимости от поглощенной дозы. Фибробласты облученных жи-
вотных имеют зависимые от дозы морфологические особенности. Для фибробластов контроль-
ной группы характерен четкий рисунок стрессовых фибрилл, направленных в основном вдоль 
оси поляризации клетки, и снижение их плотности в области ядра клетки. После облучения 
в малой дозе (0,1 Гр) описанные выше морфологические черты фибробластов сохраняются. Для 
больших доз (1 и 15 Гр) явно увеличена высота клеток за счет образования крупных жестких 
объединений стрессовых волокон, направленных вдоль оси поляризации клетки. Для дозы 15 Гр 
на АСМ-изображениях дополнительно визуализируются множественные мелкие гранулы на по-
верхности клеток, лучше заметные на картах ошибки пиковой силы (рис. 1).

В дальнейших экспериментах мы изучали механические свойства поверхности фибробла-
стов разных групп в области над ядром с помощью режима сканирования Force Volume. Размеры 
области сканирования были выбраны как 15 × 15 мкм2 с разрешением 20 × 20 пикселей, что дало 
размер единичной ячейки тестируемой поверхности 750 × 750 нм2. Длина стрессовых волокон 
обычно составляет несколько десятков микрон, а их поперечное сечение  – до 1 мкм [8]. Сле-
довательно, выбранные в работе параметры сканирования позволяют различить распределение 
стрессовых волокон в поверхностном слое клеток.

При оценке методом АСМ параметров механических свойств поверхности фибробластов не-
облученных и облученных крыс выявлено значительное ослабление упругих свойств поверх-
ностного слоя фибробластов после облучения верхней части животных внешним рентгеновским 
излучением в дозах 0,1 и 1 Гр в сравнении с необлученным контролем. Модуль упругости по-
верхности живых клеток контрольной группы составил Е = 7,52 ± 0,32 кПа (95 % ДИ). Статисти-
ческий анализ полученных данных показал существенное ослабление упругих свойств поверх-
ности клеток после облучения как в дозе 0,1 Гр (Е = 6,69 ± 0,20 кПа (95 % ДИ)), так и в дозе 1 Гр 
(Е = 6,86 ± 0,44 кПа (95 % ДИ)) (p = 0,0313, критерий ANOVA, критерий Тьюки). Наблюдаемый 
эффект ослабления упругих свойств при дозе 1 Гр и ниже отличается от результатов оценки 
влияния рентгеновского излучения in vitro на модуль упругости фибробластов из кожи крыс [2]. 
При облучении in vitro (1–10 Гр) ослабления упругих свойств поверхности фибробластов, оце-
ниваемых с использованием фиксированных и высушенных образцов клеток, не установлено, 
имело место только увеличение значения модуля упругости [2]. В представленном здесь иссле-
довании постепенное увеличение среднего значения модуля упругости поверхности ядерной об-
ласти наблюдалось с повышением дозы от 0,1 до 15 Гр (рис. 2, a). При облучении крыс в дозе 
15 Гр модуль упругости составил E = 7,61 (6,75; 9,02) кПа (Me (LQ; UQ)).

На рис. 2, a видно, что для образца 15 Гр имеет место увеличение степени неоднородности 
значений модуля упругости, проявляющееся в увеличении вклада высоких значений модуля 
(увеличение части синего прямоугольника над медианным значением). Более глубокий анализ 
данных показывает, что медианные значения модуля можно связать с упругими свойствами 
клеточного кортекса, содержащего в основном актиновый цитоскелет, а увеличенные значения 
модуля упругости в распределении модуля для образца 15 Гр можно связать с появлением в зоне 
ядра стрессовых волокон, обладающих высокими упругими свойствами.

В связи с выявленным по АСМ-изображениям целых фибробластов формированием стрессо-
вых волокон области ядра нами был проведен анализ распределения значений модуля упругости 
участка поверхности фибробласта в ядерной области в зависимости от расстояния от самой вы-
сокой точки области сканирования (и клетки в целом). На рис. 2, b, d, f представлены АСМ-изо
бражения поверхности фибробластов в ядерной области, полученные в режиме Force Volume, 
а на рис. 2, c – схема условного разделения трехмерной поверхности клетки в области сканиро-
вания на несколько зон в зависимости от удаления (параметр d) от самой высокой точки клетки 
в районе ядра. На рис. 2, e приведены зависимости значений модуля упругости от параметра d 
для фибробластов первичных культур животных, облученных в разных дозах. В ядерной зоне 
модуль упругости повышается с увеличением дозы от 0,1 до 15 Гр. При дозе 15 Гр наблюдается 
резкий скачок повышения модуля упругости поверхности фибробластов в самом высоком ме-
сте – непосредственно над ядром. Однако, как показывают топографические изображения участ-
ков поверхности фибробластов крыс, облученных в дозе 15 Гр, наиболее выступающими обла-
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Рис. 2. Влияние локального облучения крыс рентгеновским излучением на механические свойства поверхности 
фибробластов первичных культур, выделенных из легкого: a – зависимость модуля упругости участков поверхности 

фибробластов над ядром от дозы облучения (данные представлены как медиана, нижний, верхний квартили, 
минимальные и максимальные значения. Критерий Краскелла – Уоллиса, множественные сравнения с поправкой 
Бонферрони – Данна); b –топографическое АСМ-изображение участка поверхности фибробласта контрольного 

образца (4-конечной звездой указана наивысшая по высоте точка участка поверхности фибробласта, окружностями 
представлены условные уровни, равноудаленные от вершины); c – схематическое представление участка 

поверхности клетки в зоне над ядром с высшей точкой и слоями, равноудаленными от вершины толщиной d; 
d – топографическое АСМ-изображение участка поверхности фибробласта первичной культуры, выделенной 
из легкого крысы, облученной в дозе 1 Гр; e – модуль упругости поверхности фибробластов в зависимости от 

удаления от вершины изучаемого участка поверхности (d) и дозы облучения крыс (треугольниками, квадратами 
и звездочками представлены данные для доз 0,1; 1 и 15 Гр соответственно); f –топографическое АСМ-изображение 
участка поверхности фибробласта первичной культуры, выделенной из легкого крысы, облученной в дозе 15 Гр
Fig. 2. Effect of local X-ray irradiation of rats on the mechanical properties of the surface of fibroblasts of primary cultures 
isolated from lung: a – dependence of the elastic modulus of the fibroblast surface area above the nucleus on the absorbed 
dose (data are presented as median, lower, upper quartiles, minimum and maximum values. The Kruskal – Wallis criterion 
and multiple comparisons with the Bonferroni – Dunn correction are used); b – topographic AFM image of the fibroblast 
surface area of the control sample (the four-pointed star indicates the highest point (apex) on the fibroblast surface, the 

circumferences represent the conditional levels equidistant from the apex); c – schematic representation of the cell surface 
area in the zone above the nucleus with the apex and layers equidistant from the apex with a thickness of d; d – topographic 
AFM image of the fibroblast surface area of the primary culture isolated from the lung of a rat irradiated at a dose of 1 Gy; 
e – the elastic modulus of the fibroblast surface depending on the distance from the apex of the studied surface area (d) and 
the absorbed dose (triangles, squares, and asterisks represent data for doses of 0.1, 1 and 15 Gy, respectively); f – topographic 
AFM image of the fibroblast surface area of the primary culture isolated from the lung of a rat irradiated at a dose of 15 Gy
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стями клеток являются области над выраженными стрессовыми волокнами (рис. 2, f ). Повыше-
ние жесткости поверхности клеток, сопровождающееся сборкой в клетках структур стрессовых 
волокон, может свидетельствовать о трансформации фибробластов в миофибробласты, которые 
и характеризуются повышенной экспрессией α-актина гладкомышечных клеток [9].

В работе мы также изучили производство клетками первичных культур фибробластов, изолиро-
ванных из необлученных и облученных крыс, коллагена, одного из основных белков внеклеточного 
матрикса соединительной ткани. На рис. 3 представлены изображения флуоресцентной микроско-
пии с использованием красителей для выявления пространственного распределения белков коллаге-
на и филаментного актина в фибробластах первичных культур из необлученных и облученных крыс.

Продукция коллагена была существенно повышена в фибробластах первичных культур, выде-
ленных из легкого крыс, облученных в дозах 1 и 15 Гр в сравнении с контрольными фибробласта-
ми (рис. 4, a). Анализ количества филаментного актина в фибробластах облученных животных по-
казал резкое увеличение степени полимеризации актина в фибробластах при дозе 15 Гр (рис. 4, b). 
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Рис. 3. Флуоресцентные изображения клеток фибробластов легкого с использованием красителей Alexa Fluor 488 
Phalloidin (зеленый), Alexa Fluor 647 Collagen – I типа (красный) и DAPI (голубой) в зависимости от дозы ионизирующего 

излучения. Размер изображения – 665,60 × 665,60 мкм2, разрешение – 2 048 × 2 048 пикселей. Время экспозиции: Alexa Fluor 
488 Phalloidin – 240 мс, Alexa Fluor 647 Anti-Collagen I типа – 1,2 с, DAPI –500 мс 

 
Fig. 3. Fluorescent images of pulmonary fibroblasts using the dyes AlexaFluor 488 Phalloidin (green), Alexa Fluor 647 

Collagen – I type (red) and DAPI (blue) depending on the dose of ionizing radiation. The image size is 665.60 × 665.60 µm2, the 
resolution is 2 048 × 2 048 pixels. The exposure time was: 240 ms for Alexa Fluor 488 Phalloidin, 1.2 s for Alexa Fluor 647 Anti-

Collagen type I – 500 ms for DAPI 
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Fig. 3. Fluorescent images of pulmonary fibroblasts using the dyes Alexa Fluor 488 Phalloidin (green),  
Alexa Fluor 647 Collagen Type I (red) and DAPI (blue) depending on the dose of ionizing radiation.  

The image size is 665.60 × 665.60 µm2, the resolution is 2 048 × 2 048 pixels. The exposure time was 240 ms  
for Alexa Fluor 488 Phalloidin, 1.2 s for Alexa Fluor 647 Collagen I Type – 500 ms for DAPI
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Рис. 4. Зависимость параметров производства коллагена (a) и полимеризации актина (b) в фибробластах первичных 
культур из легкого необлученных и облученных крыс. Данные представлены как Me (LQ; UQ) и 5–95 % 

перцентили. Критерий Краскелла – Уоллиса с post hoc анализом с поправкой Бонферрони – Данна
Fig. 4. Dependence of the parameters of collagen production (a) and actin polymerization (b) in fibroblasts of primary 

cultures from the lungs of non-irradiated and irradiated rats. The data is presented as Me (LQ; UQ) and 5–95 % percentiles. 
Kruskal – Wallis test with post hoc analysis with Bonferroni – Dunn test

При этом прослеживается положительная корреляционная связь между степенью полимеризации 
актина и дозой облучения (рис. 4, b; R = 0,49; коэффициент корреляции Спирмана, р < 0,05). Об-
щая оценка средних значений произведенного клетками коллагена для крыс, облученных в дозах 
0,1 и 1 Гр, не выявила существенных различий между ними. Однако данные для крыс после об-
лучения в дозе 1 Гр сильно неоднородны и могут говорить о наличии двух субпопуляций клеток 
с разным уровнем производства коллагена – с высокой и низкой скоростью производства (рис. 4, a).

Таким образом, полимеризация актина в фибробластах в первичных культурах, выделенных 
из легкого крыс на 21-е сутки после облучения животных, и формирование стрессовых волокон 
коррелируют с повышением продукции клетками коллагена, что свидетельствует о трансформа-
ции фибробластов в миофибробласты. При этом время 50%-й выживаемости крыс после облуче-
ния верхней части туловища рентгеновским излучением в дозе 15 Гр по кривой выживаемости 
составляло почти 59 сут. Следовательно, наблюдаемые изменения свойств фибробластов имеют 
место в организме крыс в ранний период развития радиационных осложнений.

Радиационно-индуцированные изменения жесткости фибробластов, связанные с реоргани-
зацией в них структур цитоскелета, формируют особый механический фенотип фибробластов, 
определяемый дозой облучения организма и постлучевым периодом, который передается до-
черним клеткам при пролиферации клеток в первичной культуре. Фибробласты синтезируют 
белки внеклеточного матрикса, а также растворимые медиаторы, такие как цитокины, факторы 
роста и метаболиты. С изменением механического фенотипа фибробластов после облучения ор-
ганизма ионизирующим излучением скорость производства этих молекул меняется. Механиз-
мы этого изменения сложны, но они, определенно, включают изменения механических свойств 
компонентов клетки и внеклеточного матрикса. Более всего известно влияние на синтетическую 
активность клеток изменения жесткости внеклеточного матрикса. Физические сигналы об изме-
нении жесткости внеклеточного матрикса воспринимаются рецепторами на поверхности клет-
ки и далее передаются внутриклеточно, запуская внутриклеточные сигнальные пути, ведущие 
к изменениям на уровнях транскрипции и посттранскрипции и изменениям клеточного метабо-
лизма и поведения. Например, повышение жесткости внеклеточного матрикса при увеличенном 
производстве коллагена и эластина фибробластами нарушает гомеостаз внеклеточного микро-
окружения, что активирует механочувствительные пути клеточной сигнализации, повышающие 
уровни профибротических цитокинов и, следовательно, аномально активированных фибробла-
стов с усиленной выработкой коллагеновых волокон. При этом возникает положительная обрат-
ная связь: «фиброз–повышение жесткости внеклеточного матрикса–активация фибробластов–
усиление фиброза» [10]. Этот цикл обусловливает постоянство и необратимость фиброза, что 
усложняет задачу по предотвращению прогрессирования этой патологии [11]. В последнее время 
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интерес исследователей направлен также на влияние механических свойств ядра и окружения 
синтетических систем клетки на эффективность процессов синтеза и внутриклеточного транс-
порта синтезируемых клеткой молекул [12, 13]. Предполагается, что существует физическая 
связь между ядерным скелетом и цитоскелетом (актиновыми микрофиламентами, микротрубоч-
ками и промежуточными филаментами) [14]. Каждый из этапов синтеза и транспортировки про-
коллагена в клетке зависит от механических свойств клеточных элементов, вовлеченных в эти 
процессы. Следовательно, вероятен и внутренний механизм контроля коллаген-синтетической 
способности фибробластов, основанный на влиянии механических свойств ядерной области 
клеток на синтетическую способность фибробластов. Усиление упругих свойств области ядра 
способствует повышению эффективности синтеза и секреции проколлагена радиационно-изме-
ненными фибробластами, что повышает жесткость внеклеточного матрикса и запускает описан-
ный выше цикл с положительной обратной связью, ведущий к фиброзу. Следовательно, тера-
певтические методы против радиационно-индуцированного фиброза могут быть направлены на 
недопущение повышения жесткости клеточного кортекса и формирования стрессовых волокон 
или на разрушение стрессовых волокон в фибробластах.

Заключение. С использованием биологической модели и методов АСМ установлено, что по-
сле облучения in vivo рентгеновским излучением и 3-недельного постлучевого периода имеет 
место формирование нового зависимого от дозы механического фенотипа фибробластов, обу-
словленного как изменением структуры актинового кортекса, так и формированием стрессовых 
волокон в зоне ядра клетки. Показано, что формирование радиационно-индуцированного меха-
нического фенотипа фибробластов коррелирует с их коллаген-синтетической активностью, что 
позволяет предположить внутренний механизм влияния механических свойств клетки в ядер-
ной зоне на продукцию коллагена. Полученные данные углубляют понимание молекулярно-кле-
точных механизмов развития радиационного фиброза.
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